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論文内容要旨
研究目的
 血管作動性物質であるアンジオテンシン(Ang)Hは,アンジオテンシンATla受容体(ATla-R)
 を介して血管平滑筋の収縮作用および増殖促進作用を有する。一方,動脈硬化の病理組織像では
 丁細胞やマクロファージなどの炎症細胞の浸潤が認められており,それらから放出されるサイト
 カインや細胞増殖因子が血管壁の硬化性病変の進行に関与している可能性が指摘されている。し
 かしながらその詳細は不明であり,そこでラット大動脈血管平滑筋細胞におけるサイトカイン,
 炎症誘発性物質,グルココルチコイドの刺激に対するATla-R遺伝子の転写調節の変化を検討し,
 血管平滑筋におけるこれらの物質の作用とATla-R遺伝子の発現調節の関係について検討した。
研究結果
 ATla-R51末端領域のそれぞれ約3kbp,1kbp,400bpをfireflyルシフェラーゼベクターに組
 み込んだ発現ベクターをラット血管平滑筋細胞にトランスフェクションし,刺激後のルシフェラー
 ゼ活性を測定した。
 まず3kbpの発現ベクターをトランスフェクションした平滑筋細胞をデキサメサゾン(Dex),
 インターロイキン1β(IL-1β),Phorbo112-myristate13-ace七ate(PMA),tumornecrosis
 factorα(TNAα),リポポリサッカライド(LPS),インターフェロンーγ(IFN一γ)で刺激し,
 転写活性の変化を調べた。Dexによる刺激では3.2倍,IL-1βによる刺激ではし8倍の転写活性
 の増加を認めた。逆にIFN一γによる刺激では0.28倍と転写活性の減少を認めた。PMA,TNF
 α,LPSでは有意な変化を認めなかった。
 またATla-R遺伝子転写活性はIFN一γによって濃度依存性に減少し,20U/ml以上の濃度で有
 意な減少を認めた。
 血管平滑筋やマクロファージには誘導型一酸化窒素合成酵素(iNos)が存在し,IFN一γによっ
 て誘導されることが知られている。IFN一γのATla-R遺伝子転写活性の低下への一酸化窒素(NO)
 の影響を検討するため,NOドナーであるSIN-1をIFN一γと共に添加した。SIN-!はIFN一γ非
 刺激時にコントロールの3・8倍の転写活性の増加をもたらしたが,IFN一γ刺激下では,0.53倍と
 有意な転写活性の減少を認めた。
 IFN一γによる転写抑制効果にATla-R遺伝子転写開始点近傍の5'領域にある他の転写因子の
 影響がないか検討するために,Dex,IFN一γを同時投与した。コントロール群と比較して,工FN一γ・
 Dex投与群では転写活性の低下を認めた。
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 次にATla-R遺伝子の5'領域のdeietionmutantsの転写活性へのIFN一γの影響を検討した。
 約3kbp,lkbp,400bp長の5'領域を含んだ発現ベクターをIFN一γで刺激し,3kbp,1kbpの発
 現ベクターでは有意な転写活性の低下を認めた。しかしながら,400bpの発現ベクターでは明ら
 かな変化を認めず,一322～一986にIFN一γの転写調節に関与する領域が存在する可能性が示唆さ
 れた。
 またこれらの転写性変化のmRNAレベルでの発現への影響を調べるために,RT-PCRを用い
 てATla-RのmRNAレベルを測定した。IFN一γによる刺激によって血管平滑筋のATla-Rの
 mRNA量は優位に低下した。
 研究の意義・独創的な点
 ATla-Rの転写調節に対するサイトカイン・グルココルチコイド・リポポリサッカライドの影
 響を明らかにした。また以前よりサイトカインの動脈硬化への関与の可能性が指摘されていたが
 その機序にATla-Rが関与している可能性があることを示した。特にIFN一γの平滑筋増殖抑制
 作用については,その作用機序にATla-Rの転写性調節が関与している可能性があり,これを通
 して,動脈硬化やプラークの破裂の病態に関与している可能性を明らかにしたこと。
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 審査結果の要旨
 血管作動性物質であるアンジオテンシン(Ang)Hは,アンジオテンシンATla受容体
 (ATla-R)を介して血管平滑筋の収縮作用及び増殖促進作用を有しており,高血圧のみならず,
 それに伴う合併症である動脈硬化の病態に増悪因子として関与している。一方,動脈硬化の病理
 組織像は慢性炎症所見を呈しており,丁細胞やマクロファージなどの炎症細胞の組織への浸潤が
 認められ,それらから放出されるサイトカインや細胞増殖因子が血管壁の硬化性病変の進行に関
 与している可能性が指摘されている。特に,丁細胞から放出されるインターフェロンーγ(IFN一γ)
 は,培養細胞や,IFN一γ過剰発現トランスジェニックマウスの報告で血管平滑筋の増殖を抑制
 する作用や,平滑筋による細胞外基質産生の抑制作用を持つことが知られており,抗動脈硬化的
 に作用している可能性が指摘されている。
 この研究では,ATla-Rの動脈硬化促進作用とIFN一γの抗動脈硬化作用に着目し,血管平滑
 筋におけるこれらの作用の関係を検討した。
 今回の研究では,既に報告しているATla-R遺伝子プロモーター領域のルシフェラーゼ発現
 ベクターを用い,平滑筋細胞におけるATla-R遺伝子の転写活性がIFN一γにより抑制されるこ
 とを明らかにした。また,この抑制作用がmRNAレベルでも認められることを示し,IFN一γに
 よる血管平滑筋細胞の増殖抑制作用の一部にATla-R発現の低下によるAngn誘発性の細胞増
 殖の抑制が関与している可能性が示唆された。次にIFN一γによって平滑筋で産生が誘導される
 ことが報告されている一酸化窒素(NO)はこの機構に関与していないことが示唆された。さらに,
 数種の異なる長さのATla-Rプロモーター領域を用いた検討の結果,転写開始点から一986/-332
 領域がこの転写抑制作用に関与している可能性が示唆された。この領域にはGRE(Glucocorti-
 coidResponsiveElement),NFκB(NuclearFactorκ一B),GAS(IFN一γactivationsite)
 等の転写因子のコンセンサス配列が存在しており,また一307～一350領域はヒトのATla-R遺
 伝子の一319～一362との間に84%のホモロジーを有していることから,この領域がATla-R遺
 伝子の転写調節に重要な役割を果たしている可能性が考えられた。
 以上より,IFN一γによるATla-Rの転写性発現抑制がIFN一γの血管平滑筋増殖抑制作用に関
 与している可能性が示唆された。このことがIFN一γの抗動脈硬化作用の機構の一部であると考
 えられた。本研究は,IFN一γによるATla-R遺伝子の発現抑制についての初めての報告であり,
 さらにその転写性機構についても深めた点が意義深いものである。よって,学位に充分値すると
 思われる。
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